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Zusammenfassung

Der Maus oder Ratte Antikirper Produktions (MAP/RAP) Test
wird in der mikrobiologischen Diagnostik eingesetzt, um
biologische Materialien wie Tumoren, Zelllinien, Seren, Im-
plantate usw. auf das Vorhandensein von Mikroorganismen
zu testen. In dieser Studie wurden speziell die nagerpathogenen
Viren untersucht.

Mit den molekularbiologischen Methoden der Polymerase
Kettenreaktion (PCR) und des quantitativen Realtime PCR
stehen heute Technologien zur Verfiigung, die im Stande sind,
Mikroorganismen aus den oben genannten Geweben ohne den
Einsatz von Tieren nachzuweisen.

Die konventionelle PCR und die quantitative Realtime PCR des
TagMan® als Ersatzmethoden zum bisher verwendeten MAP-
Test (serologischer Nachweis), wurden hinsichtlich ihrer
Sensitivitit miteinander verglichen.

Bei der Bestimmung der Nachweisgrenze von MAP-Test,
konventionellem PCR und TagMan® wurden identische Virus-
verdiinnungen von 14 Viren mit allen drei Methoden gemessen.
In 2/14 Fillen waren alle drei Nachweismethoden gleich
sensitiv, bei 6/14 Viren die konventionelle PCR sensitiver als
der MAP-Test und in 12/14 Fdllen war der Realtime PCR
sensitiver als der MAP-Test.

Summary: Replacement of mouse and rat antibody production
test

Validation of different polymerase chain reaction assays
Bacteria and viruses may be transmitted through contaminated
biological materials such as transplantable tumors, cell lines,
sera or other biological material.

Currently, the screening of biological material is being done
using the mouse or rat antibody production (MAP/RAP) test
(serological testing).

We decided to test and validate an alternative assay using
polymerase chain reaction (PCR / RT-PCR) technology to
detect viral contamination directly in biological material.

The aim of this study therefore is the validation of our new PCR
assays and the comparison of PCR and MAP test.

For 6/14 viruses the conventional PCR seems to be more
sensitive and more specific in detecting murine viruses. In 12/14
viruses the RT-PCR is more sensitive than the MAP-test. In 2/14
cases all detection methods have the same sensitivity. Further-
more, PCR screening clearly contributes to the principles of 3R
as a replacement technique as it eliminates the need for using
animals to screen for murine viruses in biological material.

Keywords: MAP/RAP test, PCR, replacement technique, murine viruses, biological material, 3R

1  Einleitung

(3R). Um Tierversuche optimieren und

plantable Gewebe miissen hiufig, ver-

In sehr unterschiedlichen Bereichen, von
der Chargeniiberpriifung bei Implantaten
bis zur Uberpriifung der in Tierversuchen
eingesetzten biologischen Materialien,
wird der MAP/RAP Test in der Diagno-
stik eingesetzt. In der vorliegenden
Arbeit wird ausschliesslich auf die
Diagnostik von nagerpathogenen Keimen
in Versuchstierhaltungen eingegangen.
Als Grundlage zur Vermeidung und
Begrenzung von Tierversuchen dient im-
mer noch das Postulat von Russel und
Burch (1959) Replace, Reduce, Refine
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reduzieren zu kénnen, miissen sie stan-
dardisiert werden. Nur standardisierte
Parameter geben uns die Moglichkeit,
unterschiedliche Studien zu vergleichen.
Nur bei einer standardisierten Population
kann die individuelle Streuung der
Versuchsresultate klein gehalten und da-
durch die aus statistischen Griinden
bendtigte Tierzahl reduziert werden. Der
Gesundheitsstatus der Versuchstiere
spielt dabei eine sehr bedeutende Rolle.

Fiir Versuchszwecke verwendete bio-
logische Materialien wie Seren, Tumor-
gewebe, Zellkulturen und weitere trans-

suchsbedingt, in Labornager appliziert
werden. Diese biologischen Materialien
kénnen Triger einer Vielzahl von un-
erwiinschten Mikroorganismen sein.
Eine mikrobielle Kontamination hat
nicht nur eine hohere Streuung der
Versuchsresultate zur Folge, sondern
kann vor allem bei immunologischen
Studien und in der Onkogenese zu
verfilschten Resultaten fiihren.

So konnen das Laktatdehydrogenase
Virus (LDV) (Isakov, 1981) und das
Miusehepatitisvirus (MHV) (Kyriazis,
1979) das Tumorwachstum beeinflussen.
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Parvoviren wie MVM (Engers, 1981)
und das Miusehepatitisvirus (Dempsey,
1986) beeinflussen das Immunsystem,
wie auch alle anderen viralen Erreger.

Bevor biologische Materialien wie
Transplantationstumore, Zelllinien u.a.
in einen Tierbestand eingebracht werden,
sollten sie auf virale, bakterielle und
parasitire Kontaminanten iiberpriift
werden. Diese Kontrolle wurde fiir Viren,
teilweise auch fiir Mykoplasmen und
Bakterien, bisher mit Hilfe des MAP-
Testes durchgefiihrt. Dieser Test wurde
erstmals 1959 fiir das Polyomavirus ent-
wickelt (Rowe, 1959). Spiter wurde
dieser Test auf andere murine Viren aus-
geweitet (Hartley, 1960; Parker, 1968;
Vester, 1970). Dabei wird das fragliche
biologische Material homogenisiert und
SPF-Miusen (spezifiziert pathogenfrei)
i.p. (intraperitoneal) und i.n. (intranasal)
appliziert. Nach 28-30 Tagen werden
die Miuse euthanasiert und ihr Serum
hinsichtlich der virusspezifischen AK
untersucht. In der Vergangenheit hat die
Uberpriifung unterschiedlichster bio-
logischer Materialien gezeigt, dass sehr
viele Seren, Knochenmark, Transplanta-
tionstumore etc. mit Viren kontaminiert
sind. In verschiedenen Studien wurden
Transplantationstumore und Zelllinien
auf mikrobielle Kontaminanten unter-
sucht. Dabei haben Collins und Parker
(1972), Nicklas et al. (1993) und Nakai
et al. (2000) das Vorkommen der einzel-
nen Viren und Bakterien beschrieben.

Es gilt dabei zu beachten, dass der
MAP-Test nicht standardisiert ist. So
sind die Tierzahlen, welche eingesetzt
werden, individuell wihlbar. Auch die
Versuchsdauer variiert zwischen 21-30
Tagen. Zusitzlich gibt es Unterschiede
zwischen den Injektionsvolumina des
homogenisierten Gewebes mit einer dar-
aus resultierenden Differenz zwischen
den applizierten Konzentrationen. Somit
ist die Vergleichbarkeit der einzelnen
MAP-Tests und die Sicherheit deren Re-
sultate nicht gegeben. Angaben iiber die
Anzahl der im deutschsprachigen Raum
jihrlich durchgefiihrten MAP/RAP-Tests
sind nicht erfasst. Lediglich im Bereich
der Versuchstierhaltungen kann von
jahrlich 200-300 Tests, mit zunehmender
Tendenz, ausgegangen werden.

Um eine Ersatzmethode zu diesem
Tierversuch anbieten zu kénnen, wurden
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Tab.1: Bezeichnung und Herkunft der zur Virusanziichtung und Virustitration

eingesetzten Zelllinien.

Zelllinie ATCC-Nr. Gewebe

L929 CCL-1 Mausfibroblasten

BHK-21 CCL-10 Hamster-Nierenfibroblasten
Hela CCL-2 Human-Cervixadenocarcinom
MA-104 CRL-2378 Affennierenzellen

LLC-MK2 CCL-7. 1 Affennierenzellen

MEF CRL-9292 Mausembryofibroblasten

in den letzten Jahren verschiedene An-
sdtze entworfen. Mit der zunehmenden
Anwendung der Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) in der Diagnostik steht
eine vielversprechende molekularbio-
logische Technologie zur Verfiigung,
welche mit ihrer ausreichend hohen
Sensitivitdt und Spezifitit (Sermswan,
2000), die erhoffte Alternative zum
MAP-Test darstellen konnte. In zwei
Vorgiingerarbeiten wurden PCR Assays
fir die wichtigsten 15 murinen Viren
entwickelt (Tischhauser, 1999, Popovic
1998). Da bei diesen Arbeiten die
genauen Viruskonzentrationen nicht be-
kannt waren, konnte keine Aussage iiber
die jeweilige Sensitivitdt der Vergleichs-
methoden getroffen werden. Diese fiir
den Vergleich des Tierversuchs und der
Ersatzmethode wichtige Beurteilung soll
in dieser Arbeit nachgereicht werden. Es
wurden 14 (Tab. 2) von den 15 in den
oben beschriebenen Arbeiten von Tisch-
hauser und Popovic eingesetzten, murinen
Viren angeziichtet. Auf die Vermehrung
des Hantaviruses musste verzichtet
werden, da es sich dabei um ein human-
pathogenes Virus handelt, dessen Be-
arbeitung das Vorhandensein eines Bio-
sicherheitsstufe 3 Labors bedarf.

Der Sensitivitidtsvergleich dieser Test-
methoden nach Herstellung genau
definierter Viruskonzentrationen in einer
reproduzierbaren Form war das Ziel
dieser Arbeit. Um dies zu erreichen
wurde ein Vergleich zwischen MAP-
Test, konventioneller PCR und Realtime-
PCR (TagMan®) durchgefiihrt.

2 Tiere, Material und Methodik
2.1 Zelllinien

Die verschiedenen Zelllinien wurden
vom Institut fiir Labortierkunde (Univer-

sitdt, CH-Ziirich) und vom Deutschen
Krebsforschungszentrum (DKFZ, D-
Heidelberg) zur Verfligung gestellt.
Urspriinglich wurden die Zelllinien von
der ATCC (American Type Culture
Collection), 10801 University Boule-
vard, Manassas, VA 20110-2209, USA,
bezogen.

2.2 Viren

Die verschiedenen RNA und DNA-Viren
wurden vom Institut fiir Labortierkunde,
dem Deutschen Krebsforschungs-
zentrum (DKFZ, D-Heidelberg), Prof.
Kraft (BioDoc, D-Hannover) und Prof.
Zinkernagel (Universitit, CH-Ziirich)
zur Verfiigung gestellt.

2.3 Tumorgewebe

Das Tumormaterial wurde von Prof.
Dario Neri, Institut fiir Pharmazie der
ETH-Ziirich zur Verfiigung gestellt. Es
handelte sich dabei um das Coloncarci-
nom C 51 (Corbett, 19753).

2.4 Extraktionskit

Fiir DNA-Viren wurde der DNeasy®
Tissue Kit und fiir RNA-Viren der
RNeasy® Mini Kit von Qiagen (CH-
4052 Basel) verwandt. Es wurden dabei
20-25mg Tumorgewebe gemeinsam mit
10 ul Virusmaterial mechanisch homo-
genisiert.

2.5 Anzucht der Zelllinien

Es wurden 6 verschiedene Zelllinien
(Tab.1) angeziichtet. Die Aussaat erfolgte
in einer Dichte von 500.000 Zellen/75cm?
Flask (Corning GmbH; Life Sciences;
D-Wiesbaden). Fiir die Zellzihlung (Neu-
bauer-Zihlkammer) wurde in einem Ep-
pendorf Rohrchen eine Zellsuspension
aus 725 pul PBS-A, 25 ul Zellen in Losung
sowie 250 pl Trypanblau-Gebrauchs-
l6sung (Gibco BRL) hergestellt.
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Tab. 2: Bezeichnung und Herkunft der in unserer Studie eingesetzten Viren

Yirus ATGG-Nummer Familie

Ektromelie VR-1374 Orthopoxvirus, DNA
K-Virus VR-237 Papovavirus, DNA
Mad FL VR-550 Adenovirus, DNA
MCMV VR-1399 Herpesvirus, DNA
MVM VR-1346 Parvovirus, DNA
Polyoma VR-252 Papovavirus, DNA
LCMV/WE Prof. Zinkernagel Arenavirus, RNA
LDV Prof, Zinkernagel Togavirus, RNA
MHV-3 Prof, Kraft Coronavirus, RNA
PVM VR-25 Paramyxovirus, RNA
Reo 3 VR-824 Reovirus, RNA

Rota DKFZ Reovirus, RNA
Sendai VR-105 Paramyxovirus, RNA
TMEV VR-955 Picornavirus, RNA

Gesamtzellzahl in 10 Quadraten x 4 x
10* =Y Zellen/ml Zellsuspension.

Die Zellkulturflaschen wurden danach
mit 15ml WM (Wachstumsmedium) auf-
gefiillt. Je nach Zelllinie wurde DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's medium)
oder MEM (Minimal Essential Medium-
Earles & L-Glutamin) verwandt, wobei
noch 10% fetales Kiilberserum (BioCon-
cept, CH-Allschwil) dazu gegeben wur-
de. Nach ungefihr 3-4 Tagen konnte eine
Konfluenz der Zellen unter dem Licht-
mikroskop erkannt werden. Darauf er-
folgte die Subkultivierung der Zellen.

2.6 Virenanziichtung

Bei der Virusanziichtung wurde eine
Zellkulturflasche 75cm?® mit 2 Millionen
Zellen, die fiir die Vermehrung der Viren
geeignet waren, bestiickt und mit WM
auf 20 ml aufgefiillt. Nach 5-stiindiger
Inkubation hafteten die Zellen an der
Flaskwand und das Medium wurde ab-
gegossen. 1 ml 1:10 verdiinntes Virus-
material wurde dazugegeben (90 pl Er-
haltungsmedium EM und 10 pl Virus).
Diese Fliissigkeit wurde iiber die Zellen
gleichmissig verteilt und eine Stunde
inkubiert. Danach wurde die Zellkultur-
flasche mit 15 ml EM (nur 2% FCS an-
statt 10%, um das Wachstum der Zellen
zu reduzieren und somit ihre Uber-
wucherung zu verhindern) aufgefiillt und
bis zum Auftreten eines zytopathischen
Effektes inkubiert (Tab. 3). Nachdem gut
80% der Zellen zerstort waren, wurde die
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Zellkulturflasche dreimal gefroren und an-
schliessend aufgetaut. Somit wurden alle
Zellwinde zerstort und die darin enthal-
tenen Viruspartikel frei. Danach wurde
die Fliissigkeit abpipettiert und 15 Min.
bei 1549 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpipettiert, gut durchmischt ali-
quotiert und bei —80°C eingefroren. Von
diesen Aliquots wurde spiiter eine Virus-
titerbestimmung durchgefiihrt.

2.7 Virustiterbestimmung
Titerbestimmung nach Kirber

Es wurde die kulturinfektiose Dosis 50
(=KID50=TCIDA50; tissue culture in-

fectious dose 50) durch die Endpunkt-

verdliinnungsmethode als Titer herange-

zogen. Die exakte Berechnung des Virus-
titers crfolgte nach der Farmel von

Kirber.

Log KID50 = L1,0-Lint(S-0,5)

L1.0 = Logarithmus der
hochsten Verdiinnungs-
stufe mit der Reaktions-
rate R=1,0

= Logarithmus des
Verdiinnungsintervalles
(bei Zehnerver-
diinnungen: 1,0)

S = Summe der

Reaktionsraten

0,5 = Konstante

Bei PVM und K-Virus wurde anstelle

dieser Virustiterbestimmung ein Himag-

glutinationstest vorgenommen. Wobei

bei PVM Mauserythrozyten und bei K-

Virus Hundeerythrozyten verwendet

wurden.

Lint

Titerbestimmung mittels
Hiimagglutinationstest

Auswertung des Ergebnisses: Knopfbil-
dung (= keine Agglutination) oder Bo-
denhiutchen (= Agglutination). Eine
HA-Einheit ist dabei die hochste Virus-
verdiinnung mit einwandfrei sichtbarem
Bodenhéutchen.

Titerbestimmung fiir LDV
Das LDV wurde 2 Miusen i.p. injiziert
und passagiert. Nach 24 Std. wurden die

Tab. 3: Die maximale Viruskonzentration in der Zellkultur wurde durch den
zytopathischen Effekt bei der Virusanziichtung angezeigt. K-Virus, Sendai und LDV

kénnen nur in vivo vermehrt werden.

Virus Zellinie zytopathischer Effekt
Mad FL L 929 nach 3 Tagen
MVM L 929 nach 7 Tagen
TMEV BHK-21 nach 1 Tag
Reo 3 BHK-21 nach 5 Tagen
MHV-3 L 929 Uber Nacht
Polyoma MEF nach10 Tagen
MCMV MEF nach 6 Tagen
EDIM MA-104 Uber Nacht
Ektromelia HelLa nach 3 Tagen
K-Virus in M&usen pass.

PVM BHK-21 nach 7 Tagen
Sendai Hihnerembryo

LDV in Mausen pass.

LCMV L 929 nach 4 Tagen
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Tab. 4: Forward und Reverse Primer der konventionellen PCR, unter “RT” sind die Primer fur die reverse Transkription (RT) der

RNA-Viren aufgefiihrt

Virus Forward Primer 5'-3' Reverse Primer 5'-3’ RT
Mad FL TACATGCACATCGCCGG CCGCGGATGTCAAA

Reovirus 3 TGCAAAGATGGGGAACGC TGGTGACACTGACAGCAC F Pr.
Ektromelie TGACTGAATACGACGAC TGGATCTAATTGCGCATG

MHV-3 AATGGAACTTCTCGTTGGG TAGTGGCTGTTAGTGTATGG R’ Pr.
Polyoma ATGTGCACAGCGTGTA TGTCATCGGGCTCAGC

MCMV ACAGTAAGCGATACGTGACCAC GATGTAGTCCTTGAGCACGTCG

PVM TCGGAGGCATGATGCACCAG CTTGCTTCTGAGCATATTCG F* Pr.
K-Virus GCTGGGAATATCAGGGAC CGCTTTGTAAGGGAGATGGC

Sendai TGTTAGATGTGAACCAGC TAGCTCTGTCAACACATG F’ Pr.
Rota GTATGGTATTGAATATAC ACTTGCCACCATTTTTTC F’ Pr.
LDV AGTGCGTTGCTTCGCAATGC GCTGAGTCGCTGCATCTGAC R’ Pr.
TMEV CCTATTTGCACAGCCGT GGAGAGGTGCCATAGTAGC F’ Pr.
LCMV CGCACCGGGGATCCTAGGCT CCTGTCCAGCCCCAGCCAC R’ Pr.
MVM GAGCGCCATCTAGTGAGC ATTTGCCTGTGCTGGCTG

Hanta GGACAGACAGCAGACTGG TCAGGATCCATATCATGC R’ Pr.

Miuse mit CO2 euthanasiert und das
Plasma gewonnen. Da der quantitative
Nachweis von LDV iusserst kompliziert
und zeitaufwendig ist, haben wir uns auf
eine Arbeit von Maries van den Broek
(1997) berufen. Demnach liegt nach
einer 24-stiindigen Passage in Méusen
ein Titer von 10(10) ID50/ml Plasma vor.
Da wir Virusmaterial aus dieser Studie
zur Verfiigung hatten, haben wir diesen
Wert als Basis angesetzt.

MAP-Test

Es wurden je Virus n=8 Miuse mit 1ml
Virussuspension ip. und 20 ul in. in-
fiziert. Das Virusmaterial wurde mit NaCl
titriert. Es wurden 4 verschiedene Verdiin-
nungen in jeweils n=2 Miuse injiziert.
Des Weiteren wurden n=10 Miuse als
Kontrollgruppe ausschlieBlich mit NaCl
ip. und in injiziert. Nach 30 Tagen
wurden die Miuse unter CO; euthanasiert
und mittels Herzpunktion ausgeblutet.
Die Serumproben wurden von MicroBios
GmbH (CH-Miinchenstein) und/oder
BioDoc-Hannover (D-Hannover) serolo-
gisch untersucht.

2.8 PCR Allgemein

Bei der Polymerase Kettenreaktion
werden geringste Mengen DNA verviel-
filtigt und spéter mittels Gelelektro-
phorese aufgetrennt und sichtbar gemacht.
Die dazu benédtigten Primer (Tab. 4)
wurden aus den Vorlduferarbeiten von
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Tischhauser und Popovic iibernommen.

Um optimale Vergleichswerte zu
bekommen, wurden die verschiedenen
Virusverdiinnungen 1 h mit Tumormate-
rial (Coloncarzinom C51) inkubiert und
spiter extrahiert. Damit sollten die natiir-
lichen Bedingungen imitiert werden. Bei
den RNA-Viren wurde die Inkubation
mit dem Tumormaterial auf 5 Min. redu-
ziert, da diese sehr schnell durch RNasen
abgebaut werden konnen. Die Extraktion
erfolgte je nach Virustyp mittels
RNeasy®, Mini Kit oder DNeasy® Tissue
Kit von Qiagen. Es wurden 25 mg
Tumormaterial mit 10 pl Virus versetzt.
Hierzu wurde identisches Virusmaterial
wie schon fiir den MAP-Test (gleiche
Aliquots) verwendet, um eine Aussage
iiber deren Nachweisgrenze treffen zu
konnen. Unmittelbar nach der Extraktion
der RNA-Viren wurde die reverse Trans-
kription durchgefiihrt.

Thermocyclerkonditionen

GeneAmp® PCR System 2400 (USA,

Wellesley)

PCR: 94°C 5 min. Denaturierung

40 Zyklen 94°C 30 sec. Denaturierung
55°C 30 sec. Anlagerung
72°C 30 sec. Polymerisierung
72°C 7 min. Polymerisierung

Gelelektrophorese
Das Probenmaterial wurde auf ein Clea-
rose® BG-EtBr Mini Gel (Elchrom

Scientific AG, CH-Cham) aufgetragen
und bei 120 Volt 25 Min. laufen gelassen.
Als Puffer wurde 0,75-facher TAE-
Puffer verwandt. 2 ul Probe wurden mit
3wl 2,5-fachem Ladungspuffer gemischt
und in die Slots des Gels aufgetragen.
Als Marker zur Bestimmung der Basen-
linge wurde ein 100 Basenpaar DNA-
Marker (Catalys AG, CH-Wallisellen)
mitgefiihrt. Das Ethidiumbromid wird an
die DNA-Sequenz gebunden und fluores-
ziert unter dem Transiluminator. Danach
wurde das Resultat mit einer Digital-
kamera festgehalten und dokumentiert.

2.9 TagMan® Allgemein

Beim TagMan® handelt sich um einen
96-well Thermocycler, der mit der
gleichen Anzahl von 96 optischen Fibern
verbunden ist. Laserlicht durchliuft diese
Fiber und regt die Fluoreszenzfarbstoffe
der TaqProbe® an. Die TagProbe®
(Tab. 6) ist ein zusétzliches Nukleotid
(zwischen Forward und Reverse Primer
angesiedelt) mit einem als Reporter
bezeichneten Farbstoff. Im Falle einer
Anlagerung der Primer und folgender
Hybridisierung der Stringe wird der
Reporter abgespalten und beginnt zu
leuchten. Die Emission wird durch die
Fiber zu einem Spektrographen, welcher
an eine CCD Kamera angeschlossen ist,
zuriickgeleitet und alle 5 Sekunden ge-
messen. Eine Wellenlidnge zwischen 500
und 660 nm kann mit dieser Methode
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281bp 483bp 338bp
MAD MVM Ektro

Marker 10 11 12 Marker 13

881bp 411bp 439bp
Rota Reo PVM

315bp 854bp 369bp
K-Virus MCMV Poly LDV LCMV MHV

324bp 712bp 384bp

15 : Marker .
i

856bp 402bp 874bp
Sendai TMEV Hanta

Pasitivkontrollen MAP/PCR

Abb. 1: Clearosegel mit den Fragmentgrossen der einzelnen durch die jeweiligen

Primer amplifizierten PCR-Produkte

erfasst werden. Je mehr Virusmaterial
vorhanden ist, desto stirker ist die ge-
messene Fluoreszenz, da vermehrt
Reporterpartikel abgespalten werden.

Thermocyclerkonditionen TagMan®

Diese Mixtur wurde in Optical Réhrchen

pipettiert und im ABI Prism® 7700 Se-

quence Detector (TagMan®) (Perkin-El-

mer) analysiert.

50°C = 2 min. UNG-Aktivierung
(Uracil-N-Glykosylase)

95°C = 10 min. Aktiyierung der
AmpliTag® Gold DNA
Polymerase
40 Zyklen 95°C = 15 sec. Denaturierung
60°C = 1 min. Poly-
merisierung

Auswahl der TagProbe® und Primer

Mit der Software Primer Express®
(Perkin Elmer) wurden Primer und
TagProbe® erarbeitet. TagProbe® und
Primer (Tab. 5) (Eurogentec, CH-

&

Geneve) wurden in der Genbank auf ihre
Spezifitat mit Hilfe der BLAST-Option
(Basic Local Alignement Search Tool)
untersucht.

2.10 Tiere

Die Miuse, (NMRI, Q, 8-10 Wochen alt,
SPF (Felasa Richtlinien)) wurden von RCC
(CH-4414 Fillinsdorf) bezogen. Die
Tiere wurden unter standardisierten
Bedingungen (Raumtemperatur 20°C,
Luftfeuchtigkeit 50% +/- 5%, 12 h Hell-/
Dunkelrhythmus) gehalten. Die Miuse
wurden jeweils zu zweit in statischen Typ
3 Filterkifigen gehalten. Im Tierraum er-
folgte ein 20-facher Luftwechsel/h. Es ist
dabei von einem S-fachen Luftwechsel/h
im statischen Filterkiifig auszugehen
(Keller et al., 1989). Die Kifige wurden
vor dem Gebrauch komplett zusammen-
gesetzt mit Einstreu (Rettenmaier & Sth-
ne, D-Rosenberg; Lignocel 3-4 Fasern)
und Futter (Nafag Ecosan, Provimi Kliba
AG, CH-Gossau; DVOD 10 mm Miuse-
Ratten-Zuchtfutter) autoklaviert. Das
Trankewasser war mit 4 ppm Chlor be-
handelt. Die Umsetzung der Miuse
erfolgte wochentlich unter einer Steril-
bank, um jegliche Kontamination mit
Erregern zu vermeiden.

3  Ergebnisse
Bei der Bestimmung der Nachweisgren-

ze von MAP-Test, konventioneller PCR
und TagMan® wurden die identischen Vi-

Tab. 5: Forward und Reverse Primer der realtime PCR (Tagman®)

Virus Forward Primer 5’-3’ Reverse Primer 5°-3'
Mad FL ACTCTGAGCGGTGTCCGC GATGTGCATGAAGGCCCACT
Reovirus 3 TGTGAGGTGGACGCGAATAG CGTTGATGCAGCGTGAAGAG
Ektromelie ATCCGGATACTACTGCGAATTTG CCGTAACCAGAACCACACTTTG
MHV-3 ATACCTCGGGAACCATGGC GAGATAAAACCAGTAACAGCGTGC
Polyoma CGGCGTCTCTAAATGCGAG AGCAGTTTGGGAACGGGTG
MCMV CCGTCCAAAGAACCGTTCAA GCTGGCTCAGGCGGTAAGT
PVM GCAAGGACACTCGGCATGT TGGAGCCCTATTTCTGCCAC
K-Virus TGAGGGCTTAGGCCTTGGTT ATTAGAGGCAGAGGAAGATGGCT
Sendai GGGCGGCATCTGTAGAAATC CGGAAATCACGAGGGATGG
Rota ACCGATGTTACGACCTTCGAA CACGCCATCTACGACGTCC
LDV AACCGCCTTTGTGGTGAGG TTTGAAAGTCCGGGACCAAC
TMEV TGAGCTCTCTGAGGGCGAAC GGACCTGAAGGGCTTGTTTTT
LCMV AAGCTCTGGACTGGAGCCAA GAGAGCGGAGGTTAAGTTGCA
MVM CAAGATGGTCAACTGAGCCCAA TTCTTCAACGGTTCCGCAC
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Tab. 6: TagProbe® der realtime PCR (TagMan€®).

Virus TagProbe® Amplikon
Mad FL TGACGACGCCTTCAATGCAGCG 64 bp
Reovirus 3 CGGCCGGCTGGTGATCAGAGTATG 67 bp
Ektromelie CAAACGGTTGCAGGCTATGTGTACCACAA 81 bp
MHV-3 CGCGGTGATGCAATGGCAGCC 66 bp
Polyoma CAAAATGTACAAAGGCCTGTCCAAGACCC 69 bp
MCMV CGTTCCTGGCGAAAACGCGC 67 bp
PVM CTTACTTACTGCCTTCAACCGTTGCGAAGA 71 bp
K-Virus TGCGACGTTCGCTTTTTGACTGTGG 70 bp
Sendai AGGCGTCGATGCGGTGTTCCAAC 67 bp
Rota AAATTGCGACTGCGGAGAAATTAGCGATAA 72 bp
LDV AGCCAGGTAGTACCCTTGTGAACGGGC 68 bp
TMEV CGCGTATGCTGGTCGTGCGC 71 bp
LCMV TTTCACCAACGACTCCATCCTTAATCACAACT 76 bp
MVM GAGATCGAGGAGGATTTGAGAGCGTGCTT 80 bp

Tab. 7: Stockviruskonzentration pro ml Virussuspension als Ausgangskonzentration
der Verdiinnungsstufen. Die Nachweisgrenzen fiir die Antikérperproduktion im Tier,
die konventionelle PCR und der realtime PCR sind in den entsprechenden Spalten
aufgefiihrt.

Virus Stockviruskonz./ml | AK-Prod. PCR TagMan®
Mad FL 10(5,5) TCID50 10(-1) 10(-2,5) 10(-2,5)
MCMV 10(5,2) TCID50 10(1,2) 10(1,2) 10(-0,8)
Ektromelie 10(3,5) TCID50 10(-1,5) 10(-2,5) 10(-2,5)
K-Virus 2 HA-Einheiten 10(0) 10(-5) 10(-7)
MVM 10(4,5) TCID50 10(2) 10(0,5) 10(-2,5)
Polyoma 10(4,5) TCID50 10(-0,5) 10(-0,5) 10(-4,5)
LDV 10(10) ID50 10(2) 10(-2) 10(-2)
MHV-3 10(3) TCID50 10(-3) 10(-3) 10(-3)
PVM 32 HA-Einheiten 10(-2) 10(-4) 10(-4)
Reo 3 10(5,5) TCID50 10(1) 10(1) 10(0)
Sendal 10(2,5) TCID50 10(0,5) 10(-1,5) 10(-2,5)
TMEV 10(5,5) TCID50 10(1) 10(1) 10(0)
LCMV 10 (6) PFU 10(0) 10(0) 10(0)
Rota 10(3,5) TCID50 10(1,5) 10(-1,5) 10(-1,5)

Tab. 8: Beispiel fiir die Nachweisgrenze des konventionellen PCR bei Sendai Virus.

Zell-Linie, Erreger Proben Nr. Resultat
Sendai 10(1,5) TCID50/mi 1 pos.
Sendai 10(0,5) TCID50/ml 2 pos.
Sendai 10(-0,5) TCID50/ml 3 pos.
Sendai 10(-1,5) TCID50/ml 4 pos.
Sendai 10(-2,5) TCID50/ml 5 neg.
Tumor 6 neg.
PK, PCR.-Prod. 7 pos.
NK 8 neg.
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rusverdiinnungen (Aliquots) mit allen
drei Methoden gemessen (Tab. 7 ).

Bei MHV-3 sind bis auf eine von zwei
Miéusen der hochsten Verdiinnungsstufe
alle gestorben. Bei Ektromelie war der
Sachverhalt dhnlich: Bis auf die zwei
Méuse der hochsten Verdiinnungsstufe
mussten die anderen aus Tierschutzgriin-
den euthanasiert werden, da sich ihr All-
gemeinbefinden drastisch verschlechter-
te. Die verstorbenen Tiere wurden im
MAP-Test als positiv beurteilt.

Der TagMan® war mindestens gleich
sensitiv, meistens sensitiver als die kon-
ventionelle PCR. Die konventionelle
PCR wies in den meisten Féllen hchere
Verdiinnungsstufen als der MAP-Test
nach. Bei einigen Viren waren PCR
und MAP-Test gleichwertig (MCMYV,
Polyoma, MHV-3, Reo 3, TMEV und
LCMYV). Bei zwei Viren waren alle drei
Vergleichsmethoden gleich aussagekrif-
tig (MHV-3 und LCMV).

Beispiel (Tab. 8, Abb. 2, 3):

PCR Sendai Virus

Extraktion aus Tumor-
gewebe mit RNeasy®
Mini Kit

Die PCR war bis zu einer Konzen-
tration von 10(-1,5) TCID50/ml positiv.
Eine Optimierung der Anlagerungstem-
peratur wiirde ein deutlicheres Bild
geben. Es wurde darauf verzichtet, da
wir ein Standardprogramm fiir alle 14
Viren erstellen wollten. Bei einzelnen
Viren traten (Abb. 2) Zusatzbanden auf.
Die fiir eine Sequenzierung ausreichend
kriftigen Banden wurden isoliert,
sequenziert und via Genbank identifi-
ziert. Die Zusatzbande bei 430 bp weist
eine 99%ige Homologie mit der Gen-
sequenz ddlA fiir Allel 14 und 45 von
Streptococcus pneumoniae auf. Die
anderen Banden waren Teilfragmente
humanen Gewebes.

Nachweisgrenze RT-PCR (Abb. 3):
10(-2,5) TCID50/ml

Nachweisgrenze konventionelle PCR (Abb. 2):
10(-1,5) TCID50/ml

Nachweisgrenze AK-Produktion:

10(0,5) TCID50/ml

4  Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Ent-
wicklung einer molekularbiologischen
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Abb. 2: Agarose-Gel, konventioneller PCR der einzelnen Verdiinnungsstufen bei

Sendai-Virus.
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Abb. 3: Computerbild, realtime PCR (Tagman®) der einzelnen Verdiinnungsstufen

bei Sendai Virus.

Ersatzmethode fiir den Tierversuch
MAP-Test. Um diesen ersetzen zu
kénnen, wurde ein Sensitivititsvergleich
zwischen MAP-Test und den molekular-
biologischen Methoden PCR und Realti-
me PCR (TagMan®) durchgefiihrt. Aus
verschiedenen Griinden konnte nicht auf
diesen Tierversuch verzichtet werden.
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Um die Sensitivitidt der einzelnen Test-
methoden, auf die einzelnen Viren be-
zogen, angeben zu koénnen, musste ein
identisches Untersuchungsmaterial so-
wohl fiir die serologischen als auch fiir
die molekularbiologischen Nachweis-
methoden eingesetzt werden. Im Weiteren
wurde in der Vergangenheit meist nur

I':B% .
=~

ein begrenztes Erregerspektrum in den
Geweben gefunden. In verschiedenen
Studien wurden Transplantationstumore
und Zelllinien auf mikrobielle Konta-
minanten untersucht. Von Collins und
Parker (1972) untersuchte Materialien
waren zu 69% kontaminiert. Dabei
zeigte sich, dass LDV mit 52% die
hiufigste Kontaminante war, gefolgt von
MVM (32%), Polyoma (6%), MHV
(4%), Sendai (3%), Lymphozytires
Choriomeningitisvirus (LCMV) (2%)
und Reovirus (2%). Nicklas et al. (1993)
haben in ihrer Studie ebenfalls LDV als
héufigste Kontaminante nachgewiesen.
Sie wiesen in absteigender Reihenfolge
folgende weiteren Erreger nach, Reo-
virus 3, LCMV, MVM (Minute virus of
mice), MHV, MCMV (Maus Cytome-
galovirus) und Mykoplasma pulmoni. In
der neuesten Studie von Nakai et al.
(2000) war wiederum LDV die Kontami-
nante Nummer eins, gefolgt von Myko-
plasmen und Pasteurella pneumotropica.
Aus diesen Griinden wire es nicht
moglich gewesen, die Sensitivitit der
Nachweismethoden fiir alle in der Studie
aufgefiihrten Erreger zu bestimmen.

Im direkten Vergleich aller friiher
angewandten Methoden (Zellkulturen,
Babymaustitration, u.a.) war der MAP-
Test gleich sensitiv oder sensitiver und
somit ,, golden standard” fiir das Hygiene-
Monitoring zu testender Proben. Schon
bei Rowe et al. (1959) zeigte der MAP-
Test ein gleich sensitives Ergebnis wie
die Gewebekultur und war um einiges
praktikabler. 1960 wurde das identische
Resultat von Hartley und Rowe fiir das
Mausadenovirus beschrieben. Auch der
MAP-Test des Sendai Virus war in der
Aussagekraft gleichwertig mit der
Virusisolierung (Parker, 1968). 1971
wurden von Vester et al. LCMV, TMEV
und Reovirus 3 iiberpriift. Man verglich
in dieser Studie den MAP-Test mit
der Virustitration in Babymiusen. Bei
LCMYV und Reovirus 3 waren die beiden
Methoden vergleichbar. Hingegen war
die Titration in Babyméusen bei TMEV
sensitiver gegeniiber dem MAP-Test.
1989 wurde von de Souza et al. ein Ver-
gleich zwischen MAP-Test und direkter
Virusisolierung aus Zellkulturen durch-
gefiihrt. Wie schon bei Vesters (1971)
war bei LCMV und Reo 3 der MAP-Test
die sensitivere Methode. Fir MHV war
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Standard Sendai; 225nmol; 300300

40 = :
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5 2 1 . o
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10
o T
a o
CT Konzentrationen
E1 14,78 1 10 (-2,5)
E2 117,20 2 10 (-1,5)
E3 120,93 3 110 (-0,5)
E4 123,19 4 :10 (0,5)
E6 126,02 6 10 (1,5)

Abb. 4: Standardkurve Sendai Virus

der MAP-Test sogar um das 1000-fache
sensitiver. Bei MVM standen sich die
beiden Methoden in nichts nach. In
dieser Studie tiberpriifte de Souza gleich-
zeitig den Unterschied zwischen i.p. (in-
traperitoneal) und is. (intrasplenal)
Applikation des Probenmateriales im
MAP-Test. Er kam zu dem Ergebnis,
dass die beiden Verfahren identische
AK-Produktionen provozierten.
Beziiglich des AK-Nachweises ist fest-
zustellen, dass die Antigenaufbereitung
fiir die verschiedenen Testmethoden
(ELISA=enzyme-linked-immunosorbent-
assay; HAH=Himagglutinationshemm-
test; IFA=Indirekter Immunfluores-
zenzasssay u. a.) sehr entscheidend ist
(Schmidt, 1971). 1986 konnte Kraft
zeigen, dass der AK-Nachweis von
Sendai Virus, PVM, TMEV, MVM und
Reovirus 3 um 30% hoher lag, wenn
anstelle des HAH-Testes der ELISA oder
IFA verwandt wurde. Es konnte ebenfalls
demonstriert werden, dass der AK-Titer
beim ELISA 20-mal héher lag als beim
HAH-Test. Im Weiteren zeichneten sich
ELISA und IFA durch sehr geringe un-
spezifische und wenig falsch-positive
Ergebnissec aus. Die hohe Sensitivitit
des IFA konnte auch in einer Arbeit von
Besselsen (2000) bestitigt werden. Er
wies in dieser Studie das Mausparvovirus
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1 nach. Aus diesem Grunde wurden in
unserer Arbeit die AK-Titer mittels IFT
nachgewiesen. Ausnahmen bildeten das
K-Virus und LDV. Das K-Virus kann
nicht in Zellkulturen angeziichtet werden
und wurde mittels HAH-Test nachge-
wiesen. Auch LDV wird in Méusen ver-
mehrt und wurde iiber einen Enzyman-
stieg der Laktatdehydrogenase detektiert.

Als Ersatzmethode fiir den MAP-Test
wurde die PCR (Polymerase-Kettenre-
aktion) beziiglich ihrer Aussagekraft
verglichen. Bei der PCR wird die virale
RNA/DNA nachgewiesen. Eine genau
definierte Gensequenz wird mit Hilfe der
Primer begrenzt und amplifiziert. Es
handelt sich bei der PCR um eine sehr
sensitive und, in Abhingigkeit der
Primerauswahl, sehr spezifische Methode.
In einer Studie von Yamada (1993)
wurde ein Vergleich zwischen PCR und
MAP-Test beziiglich des MHV-JHM
vorgenommen. Fiir die PCR ergab sich
ein Sensitivitdtsnachweis bis zu 10(-3)
PFU (Plagque Forming Units), wogegen
der MAP-Test nur 30 PFU nachweisen
konnte. Auch in unserer Arbeit war der
PCR-Nachweis fiir MHV-3 dusserst
sensitiv (10(-3) TCID50/ml). Im Gegen-
satz zu Yamadas Studie wurde in
unserem Fall der MAP-Test gleich sensi-
tiv wie die PCR bewertet. Diese iiber-

zeugend hohe Sensitivitit lag an der Aus-
wahl des Virus- und Mausstammes.
MHV-3 ist extrem pathogen, und der
verwendete NMRI-Stamm ist nicht
resistent. So geniigte eine geringe Virus-
menge zur Auslosung eines hepato-
toxisch bedingten Todes, welcher in
unserem Falle als positiver MAP-Test
interpretiert wurde. Ob diese geringe
Virusmenge ausgereicht hitte, eine
Immunreaktion  auszuldsen, bleibt
fraglich. Nach der Studie von Yamada
scheint dieser Verlauf eher unwahr-
scheinlich, und der indirekte Virusnach-
weis mittels AK-Messung wire ver-
mutlich nicht so sensitiv gewesen. Schon
1991 wurde von Homberger et al. der
MHV-Nachweis mittels PCR, MAP-Test
und Babymaustitration verglichen. Auch
bei dieser Studie war die PCR &dusserst
sensitiv. Die Babymaustitration war in
ihrer Sensitivitit geringer und der MAP-
Test gleich sensitiv. 1997 entwickelte
Park einen PCR-Nachweis fiir LCMV
und konnte das Virus bis zu einer Kon-
zentration <1 TCID50/ml nachweisen. In
unserer Arbeit war die Detektionsgrenze
fir LCMV auch bei 10(0) TCID50/ml.

Die Nachweisgrenze des TagMan® war
mit derjenigen der konventionellen PCR
vergleichbar. Der aussagekriftige Nach-
weis mittels TagMan® wurde 1996 von
Morris fiir das Hepatitis C Virus dar-
gestellt. Bei der Realtime Technologie
des TagMan® handelt es sich um eine
PCR, bei welcher die Amplifikatmenge
permanent photoelektrisch gemessen
wird. Dieser Vorgang erlaubt es, eine
quantitative Aussage iiber das Ausgangs-
material treffen zu kdnnen.

Um einen Vergleich der Methoden zu
erzielen, wurde das Virusmaterial ange-
ziichtet und spiter in verschiedenen
Konzentrationen untersucht. Bei der Auf-
bereitung des Probenmateriales wurden
die verschiedenen Viruskonzentrationen
absichtlich zuerst mit Tumorgewebe
versetzt und spiter extrahiert. Bei einer
Umkehrung der Reihenfolge in Extraktion
und folgender Verdiinnung des Extraktes
wiire die Ausbeute an viraler DNA oder
RNA grosser gewesen, da der Extrak-
tionsvorgang mit einem Verlust der
Ausbeute einhergeht. Dieser Vorgang
hitte die natiirlichen Bedingungen nicht
wiedergespiegelt. Das Tumorgewebe
wurde bewusst beigegeben, um eventuell
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auftretende Storfaktoren, bedingt durch
die zusitzliche Tumor-DNA, zu testen.
Bei vier Viren traten tatsdchlich inter-
ferierende Banden auf (MCMYV, Polyoma,
Sendai und PVM). Um eine Interpre-
tation dieser Zusatzbanden zu ermégli-
chen, wurden sie mit GenElute™ Gel
Purification Kit (SIGMA) extrahiert und
bei Microsynth sequenziert. Die Sequen-
zierung erfolgte sowohl vom 3’ als auch
vom 5’ Ende. Die resultierenden Sequen-
zen wurden in der Genbank mit doku-
mentierten Sequenzen verglichen. In
drei Fillen konnte keine Homologie mit
anderen  Sequenzen nachgewiesen
werden. Beim Sendaivirus war eine
99%ige Homologie mit Gensequenzen
von Streptococcus pneumoniae zu be-
obachten. In allen vier Fillen sind die
Zusatzbanden auf das Tumormaterial
zurlickzufithren. Im Fall von Sendai
handelt es sich vermutlich um eine Kon-
tamination des Tumorgewebes mit
S. pneumoniae. Die Vermutung, dass es
sich um mutiertes Virusmaterial handeln
konnte, hat sich nicht bestitigt. In den
anderen drei Fillen handelt es sich dabei
hochstwahrscheinlich um die Amplifizie-
rung einer tumorspezifischen Sequenz,
welche mit den ausgewihlten Primern
hybridisiert. Die Primer wurden zwar auf
ihre Spezifitit bei der Genbank iiber-
priift, aber nicht alle Zelllinien sind ge-
netisch erfasst. So kann es problemlos zu
solch einer ungewollten Amplifikation
kommen. In dieser Arbeit wurden 2
Liufe pro Virus mit dem TagMan®
durchgefithrt und eine Standardkurve
(Abb. 4) erstellt. Es gilt dabei zu beach-
ten, dass diese geringen Wiederholungs-
liufe nicht ausreichend sind fiir eine
Quantifizierung der Standardkurven. Zur
Erlangung einer extrem geringen Stan-
dardabweichung, miissten mehrere Liufe
mit den verschiedenen Konzentrationen
iiberpriift werden. In dieser Studie
wurden die Standardgeraden nur exem-
plarisch dargestellt und nicht als iiber-
tragbare Quantifizierungstabelle. Dass
die Nachweisgrenze beim TagMan® teil-
weise hoher lag als bei der konventionel-
len PCR, ist auf zwei Tatsachen zuriick-
zufiihren. Bei der konventionellen PCR
waren die Anlagerungstemperaturen fiir
die Primer (Standardisierung) teilweise
nicht optimal. Daher war die Amplifi-
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kationsrate ebenfalls suboptimal. Bei

einer Optimierung der Thermocycler-

konditionen (Anlagerungstemperatur,

Zeitintervalle, Zyklenzahl) wire die

konventionelle PCR beinahe gleich aus-

sagekriftig gewesen wie der TagMan®.

Im Weiteren bildet die Fluoreszenzdetek-

tion des TagMan® ein extrem sensitives

Messsystem. Bei der Studie zeigten sich

die molekularbiologischen Methoden

insgesamt sehr aussagekriftig. Die PCR
war gleich sensitiv, meist sogar einige

Stufen sensitiver als der MAP-Test.

Daraus ergeben sich mehrere Vorteile.

1) Der Tierversuch kann eingeschrénkt
werden.

2) Das Ergebnis liegt nach einer kurzen
Zeitspanne (1-2 Tage) vor.

3) Durch die fehlende Virusvermehrung
im Tier ist die Kontaminationsgefahr
minimiert.

4) Unabhingigkeit von der Immunlage
der Maus

Ein Nachteil der molekularbio-
logischen Methoden ist die fehlende

Aussagekraft beziiglich der Vitalitdt des

Virusmaterials. Die PCR weist sowohl

infektitses als auch nicht mehr ver-

mehrungsfihiges Virus nach. Es gilt zu
beachten, dass bei den serologischen

Methoden ein beachtlicher Teil falsch-

positiver Ergebnisse vorkommt. Gerade

bei dem K-Virus, welches nur mittels

HAH-Test nachgewiesen werden kann,

ist dieses Risiko sehr hoch. Unter natiir-

lichen Bedingungen kann keine Aussage
iiber die Infektiositit getroffen werden.

Da aus hygienischer Sicht jeglicher

frithere Kontakt mit Kontaminanten aus-

geschlossen werden soll, ist ein virus-
freies Material erwiinscht. Zusitzlich ist
darauf hinzuweisen, dass es sich bei

Viren um mutationsfihige Erreger

handelt. Aufgrund dieser Tatsache konn-

te eine mutationsbedingte fehlende An-
lagerung der Primer resultieren. Da bei
der Auswahl der Primer die ganze Virus-
familie abgedeckt wurde und nicht nur
ein einzelner Stamm, ist dieser Vorgang
sehr unwahrscheinlich. Sicherheitshalber
sollten die entsprechenden Datenbanken
periodisch nach Sequenzen neuer Subty-
pen durchsucht werden. Darauthin muss
ein Alignement des entsprechenden

Sequenzbereiches und den virusspezifi-

schen Primern durchgefiihrt werden,

&

um eine falsch-negative Beurteilung
des Probenmaterials ausschliessen zu
kénnen. Daraus ergeben sich mehrere
Nachteile fiir die molekularbiologischen
Methoden.
1) Fehlende Aussagekraft beziiglich
der Infektiositit
2) Fehlender Nachweis bei einer
Mutation

Ein Nachteil beider Nachweismethoden
ist, dass nur nach bekannten Erregern ge-
sucht werden kann. Unbekannte und/oder
humanpathogene Erreger, fiir die auch
die Labornager empfinglich sind und
entsprechend mit Erkrankung oder Tod
reagieren, bleiben unentdeckt. In diesen
Fillen konnen beim MAP-Test lediglich
zusitzliche histologische Untersuchungen
und im Falle der molekularbiologischen
Tests allgemeingehaltene PCR mit an-
schliessender Sequentierung ein weiter-
fiihrendes Ergebnis erbringen. Ob diese
Methodik grundsitzlich zum Nachweis
nicht routinemissig erfasster Erreger
fiihrt sei dahingestellt.

Diese Studie hat zweifellos die mole-
kularbiologischen Nachweisméglich-
keiten als Ersatzmethoden fiir den MAP-
Test in Aussicht gestellt. Sie waren in
dieser Arbeit dusserst iiberzeugend, und
die Vorteile iliberwiegen eindeutig die
Nachteile. Um eine Bestitigung dieser
Ergebnisse und eine vollstindige Validie-
rung zu erlangen, miisste kiinftig eine
grossere Anzahl an Tumorlinien, Trans-
plantaten u. a. sowohl mit Hilfe des
MAP-Testes als auch mit Hilfe der PCR
auf murine Viren untersucht und ver-
glichen werden. An unserem Institut
wurden in den letzten 3 Jahren iiber 50
Gewebeproben mittels PCR getestet. Die
Ergebnisse wurden durch eine perma-
nente Kontrolle der entsprechenden Tier-
haltungen begleitet. Bei allen serologi-
schen Nachuntersuchungen (IFA) wurden
die PCR Ergebnisse bestitigt. Die
molekular-biologischen Methoden haben
gezeigt, dass sie in Zukunft in der Lage
sein werden, in vielen Bereichen den
Tierversuch zu ersetzen.
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